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摘要
I
摘 要
目前研究表明，在肝脏纤维化进程中，从血液中招募来大量外源单核巨噬细
胞（Ly6C+macrophages）聚集于肝脏，对疾病进展发挥着重要的作用。但是有研
究发现招募的外源巨噬细胞在肝脏纤维化缓解，胶原纤维降解也起着促进作用。
对于这样完全相反的现象，我们设想可能有不同功能的 Ly6C+巨噬细胞亚群存在，
起着不同的作用。β型叶酸受体（FR-β）已经被发现在关节炎、肺炎中的激活巨
噬细胞上表达。β型叶酸受体在肝脏纤维化中的表达还未有报道，β型叶酸受体能
否成为单核巨噬细胞分群标志还未有研究。
本研究中我们发现 CCl4诱导 C57Bl/6J小鼠慢性肝损伤模型和高脂高胆固醇
饮食（WD）诱导 ApoE 基因敲除小鼠脂肪性肝炎肝纤维化模型中存在高表达叶
酸受体β亚型（FR-β）的 Ly6C+巨噬细胞，FR-β可以将肝脏内 Ly6C+巨噬细胞区
分为两个功能不同的亚群：FR-β+Ly6C+巨噬细胞群和 FR-β- Ly6C+巨噬细胞群。
FR-β+ Ly6C+巨噬细胞群的主要作用为促进肝脏纤维化进程发展；FR-β-Ly6C+巨噬
细胞群与肝纤维化逆转密切相关。
此外，我们发现纤维化模型肝损伤引起的缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）的活
化对于 FR-β的表达和肝脏内两群 Ly6C+巨噬细胞亚群的分化起着重要的作用，
缺氧诱导因子-1α能够促进 FR-β表达量的增加，提高肝脏内促炎和促纤维化因子
TNF-α和 TGF-β的高表达,促进了纤维化进程的发展。
另外，FR-β的表达量与肝脏纤维化分期密切相关，随着纤维化的进程发展呈
现先增加后有所减少的规律性变化趋势。结合去唾液酸糖蛋白受体（ASGPR）
在肝纤维化进程中表达逐渐减少的特点，我们探索基于靶向肝脏 FR-β和 ASGPR
的 SPECT显像来定量肝脏的炎症及纤维化程度，从而对肝脏纤维化分期。这也
将成为肝脏纤维化诊断治疗和治疗后监控的新方法。
关键词：叶酸受体-β Ly6C+巨噬细胞分群 SPECT
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Abstract
Although recruited macrophages play a central role in liver fibrogenesis,
evidence has shown divergent roles of recruited macrophages in fibrosis progression
and reversal. This might be mediated by functionally opposing subpopulations of
Ly6C+(Gr1+) macrophages. Folate receptor Beta (FR-β) has been found to be
expressed on macrophages in arthritis and pneumonia. The expression of FR-β in liver
fibrosis has not been reported, and the study on whether FR-β can be used as a marker
of monocyte macrophages subpopulations has not been studied.
Here we report that folate receptor-β (FR-β) expression identifies two
functionally distinct subsets of hepatic Ly6C+ macrophages during liver fibrosis:
FR-β+Ly6C+ and FR-β-Ly6C+ cells. The FR-β+Ly6C+ subset plays a critical role in
promoting hepatic fibrosis and initiating liver progenitor cell-mediated liver
regeneration, whereas FR-β-Ly6C+ macrophages are associated with fibrosis
resolution. They have a distinct pattern of cytokine expression.
Furthermore, Hypoxia inducible factor -1 alpha (HIF-1α) activation in response
to liver damage is critical for the regulation of FR-β expression and differentiation of
two subsets of hepatic Ly6C+ macrophages. HIF-1α can promote the expression of
FR-β, increase the expression of TNF-α and TGF-β, and promote the development of
fibrosis.
In addition, The expression of FR-β was closely correlated with the stage of liver
fibrosis. With the characteristic of ASGPR, we explored SPECT imaging based on
FR-β and ASGPR to differentiate liver fibrosis stage and quantify liver inflammation
and fibrogenesis, which would be a novel target for hepatic fibrosis diagnosis and
therapy.
Keywords: folate receptor-β (FR-β); Ly6C+ macrophages; SPECT
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1
第一章 绪论
1.1 肝纤维化
肝纤维化是指由于各种致病因子导致肝脏慢性损伤，使肝脏产生持续性损伤
一修复反应所致肝内结缔组织异常增生的一种病理过程。主要特点为肝脏细胞外
基质异常沉积，进一步引发肝脏结构和肝功能的异常改变。造成肝脏纤维化的原
因有慢性的肝炎病毒 B 或 C、自免疫以及肥胖疾病、酒精性脂肪肝炎(ASH)、非
酒精性脂肪肝炎(NASH)等[1,2]。现在人们越来越重视其中非酒精性脂肪肝的研
究，普遍认为其不再是良性病变，而是可以发展为肝纤维化、肝硬化的前期病症，
甚至会导致一系列严重并发症。临床上 NASH 确诊时，已经有 5-15% 病人合并
为肝纤维化，此类患者在 10 年后有 30% 发展为肝硬化. 整个 NASH 最终肝硬化
的发生率为 15-50%，3%合并急性肝功能衰竭，极个别可发生肝细胞癌.NASH 5
年生存率 67%，10年生存率 59%. 而其中仅有肝细胞脂肪变性的患者预后良好[5]。
多数慢性肝脏疾病共有的特征包括慢性损伤和非可恢复的炎症造成细胞外基质
的大量积累(ECM)、组织结构的破坏、血管变化、畸变的肝脏细胞再生,这也是
各种慢性肝病向肝硬化发展的必经过程。因此，有效地阻断肝纤维化的发展，对
防治肝硬化等肝脏疾病具有重要意义。目前，预防性措施例如使用抗肝炎 B的抗
病毒方法，似乎对纤维化的治疗是不够的，因为其对其他成因的普遍流行的肝纤
维化例如非酒精性脂肪肝炎没有效应[7,8]。此外，许多严重纤维化病人或者是肝
硬化病人如今在临床上是很难恢复的。因此，控制纤维化进程的抗纤维化方法以
及促进严重纤维化或者肝硬化病人的恢复的方法是急需的[9,10]。虽然肝脏的活组
织切片检查仍然是肝纤维化评估的标准，但是活组织切片因为其取样过程是有创
的，样本不能代表整体肝脏状况等缺点而受到限制，因此需要进一步研究和发展
特定的生物标志物以及先进的非创伤性技术，从而应用于评估纤维化程度以及评
估纤维化治疗的效果和进行纤维化分期诊断。理解调节肝脏纤维化的复杂的细胞
间相互作用有助于寻找纤维化有效的治疗方法、纤维化进程中的生物标志物以及
通过影像手段对疾病进行诊断和分期。
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从肝星状细胞（HSC）分化而来的活化状态的肌成纤维母细胞是纤维化的细
胞外基质的主要产生者[2,10,12,13,14,15]。然而，肌成纤维细胞不能作为抗纤维化治
疗的首要靶向是因为肌成纤维细胞对于肝脏的完整是很重要的，而且清除肌成纤
维细胞会促进组织的坏死以及炎症[16]。因此，选取肌成纤维细胞的上游物质或
者与纤维化活化紧紧相关的细胞的基本组成成分可能为更多特异性的抗纤维化
方法提供基础和方向。
1.2 巨噬细胞
越来越多的证据表明肝脏巨噬细胞在慢性肝脏炎症过程和纤维化发展进程
中发挥着至关重要的作用，其作为主要的调节细胞（图 1.1），能同时调节肝星
状细胞的功能和控制基质胶原的降解，在肝纤维化的形成期和逆转期发挥双向调
节作用，包括促纤维化作用和抗肝纤维化作用[17,18]。在纤维化的炎症状态下，
肝脏的枯否细胞是活化状态并且释放转化生长因子-β（TGF-β）和其他的能够活
化肝脏星状细胞的促炎症细胞因子。广泛认为枯否细胞是起源于骨髓造血单核细
胞，目前已经有研究证明即使在稳定状态枯否细胞也经常能够被血液单核细胞所
替代[20]。巨噬细胞是高度可适应性的骨髓细胞，可根据外环境的做出应答反应
同时分化成为具有促炎或者抗炎不同特性的细胞亚群[19]。表型通常被分成 CAMs
（M1）和 AAMs（M2）。然而 CAMs 通常与自免疫疾病相关联，例如 RA，糖
尿病，银屑病，克罗恩病；AAMs更通常与肿瘤进程，某些过敏疾病以及各种纤
维化疾病有关。基于先前对于这些疾病病理过程的研究，活化的巨噬细胞已经成
为许多自身免疫疾病和炎症疾病治疗的主要靶向。
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 绪论
3
图 1.1 巨噬细胞：肝脏纤维发生和纤维化逆转的主要调控者[17]
在致病因子刺激下，肝脏枯否细胞会被活化，分泌一系列细胞因子，从而招
募血液中的 Ly6C+单核细胞进入肝脏。浸润型的 Ly6C+(Gr1+)单核细胞能够通过
旁分泌的方式直接活化 HSC 转化成为肌成纤维细胞，分泌例如转化生长因子
(TGF-β)和血小板源生长因子(PDGF-B)[19,20,21]。另一方面，浸润的 Ly6C+单核细
胞也被发现可以通过释放 IL-10 来减轻纤维化[22]。此外，单核细胞转化的细胞被
发现可以促进细胞外基质的降解，通过表达几种基质金属蛋白酶(MMP)来发挥促
进纤维化恢复的作用，例如 MMP13, MMP2 和 MMP8[23]。这些研究中所考虑
的有关招募型巨噬细胞的不同作用的关键问题是不同的功能是否由于不同的巨
噬细胞亚群发挥作用的。另一方面，大家越发意识到只是将巨噬细胞分为M1（经
典活化型）和M2（选择活化型）是不能够表示活体内复杂的异质性的[24]。血液
来源的巨噬细胞已经证明对于肝脏的纤维化进程十分重要，但是浸润型单核细胞
群的明确表型，以及肝脏内招募细胞活动的分子机制仍然是未知的[20]。因此，
鉴定不同功能的巨噬细胞亚群是急需的，然而由于缺乏特异性的分化标志物使得
鉴定巨噬细胞的分群存在一定问题。
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1.3 巨噬细胞与β型叶酸受体
活化的巨噬细胞通常参与炎症和自免疫疾病的病理过程，目前已有研究证明
某些疾病中的活化巨噬细胞高表达叶酸受体-β（FR-β），活化的巨噬细胞被发现
可以分泌炎症产物从而促进疾病的发展进程，例如反应性关节炎、动脉粥样硬化
症[25,26,27,28]。虽然叶酸受体靶向的治疗方法对于治疗炎症疾病是有希望的[29]，
但是没有研究工作阐明，肝纤维化的慢性炎症过程中是否存在 FR-β的表达以及
FR-β能否作为巨噬细胞分群的重要标志物。
使用叶酸靶向的荧光探针以及抗叶酸受体-β抗体，CAM（并非沉默的M1）
已经证明可以表达有功能性的叶酸受体。此外，也在体外分化的人 AAM[30],肿
瘤相关巨噬细胞[31]和过敏性哮喘的鼠模型的肺中提取的 AAM[32]中发现叶酸受
体-β的表达。因为叶酸相连的治疗药物可以选择性的运输到表达叶酸受体的细胞，
因此表达于 CAM 和 AAM（非沉默型）的叶酸受体为炎症部位的选择性靶向药
物的运输提供了新的方法和机会，这种特异性靶向的方法并不会将药物运输给健
康细胞[33]。
虽然沉默的巨噬细胞被认为可以在体内存活几个月[34]，但是活化的巨噬细
胞更容易快速转化，主要是因为他们所产生的炎症调节因子的毒性作用[35]。基
于这个前提，一个对于炎症疾病治疗的常用方法就是通过抑制促炎型单核细胞迁
移到炎症病灶，来阻断炎症部位巨噬细胞的补充[35]。事实上，多种 CCR2,CCR5
以及其他的细胞因子受体已经用于临床研究，希望阻断单核细胞的浸润来降低疾
病程度[37，38，39]。
1.4 基于 FR-β靶向的 SPECT 成像
基于叶酸受体靶向的研究 SPECT/CT成像近些年发展十分迅速。其原理是利
用叶酸受体在某些组织部位的高水平表达而在正常组织低水平表达的特性以实
现叶酸偶联物的靶向输送[40]。目前成像结果包括：1.肿瘤细胞中基于 FR-β 靶向
的 SPECT/CT成像;2.炎症疾病中基于 FR-β 靶向的 SPECT/CT 成像，例如反应
性关节炎，肺炎等[41,42,43,44]。3.肿瘤相关巨噬细胞中基于 FR-β靶向的 SPECT/CT
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成像[45,46]。
1.5 本课题思路
使用多种完整的实验模型系统，可以更好的理解肝脏纤维化的病理过程。我
们选择两种动物模型：一种为四氯化碳诱导野生型小鼠的慢性肝损伤模型，一种
为高脂高胆固醇饮食诱导的 ApoE−/−小鼠的脂肪性肝炎肝纤维化模型，这种动物
模型可以在肥胖，系统炎症和动脉粥样硬化等方面，与临床的酒精性脂肪肝炎病
人的情况更为接近。我们发现在高脂高胆固醇饮食诱导的 ApoE−/−小鼠的脂肪性
肝炎肝纤维化模型中，肝脏浸润型的 Ly6C+单核来源巨噬细胞（MDM）同样会
表达 FR-β，这与四氯化碳诱导的慢性肝纤维化模型是一样的，肝纤维化类似的
慢性炎症过程中复杂的微环境刺激产生了 FR-β 的表达。
在研究中，我们发现：1.在肝纤维化疾病过程中，浸润型的 Ly6C+单核来源
巨噬细胞（MDM）会表达 FR-β；2.Ly6C 单核细胞在血液中并不表达 FR-β,进入
到肝脏病灶部位后，由于复杂的微环境的刺激，从而高表达叶酸受体；3.将 FR-β
Ly6C+巨噬细胞、Ly6C+巨噬细胞分选开来,分别测定两个巨噬细胞亚群的细胞因
子表达情况，发现 FR-β+Ly6C+巨噬细胞高表达促炎因子和启动肝祖细胞介导的
肝再生，如转化生长因子(TGF-β)和血小板源生长因子(PDGF-B)；Ly6C+巨噬细
胞则与纤维化恢复密切相关，会释放促进纤维化恢复因子如 IL-10，MMP2，MMP8
等。因此叶酸受体可以作为肝纤维化发展进程中 Ly6C+巨噬细胞分群的标志物；
4.在纤维化的不同阶段，通过将纤维化小鼠肝脏内的巨噬细胞提取出来，使用流
式细胞仪检测分析，我们发现纤维化 0-6 周的小鼠肝脏内叶酸受体表达随着纤维
化的程度增加而增多，纤维化 6-10 周的小鼠肝脏内叶酸受体表达随着纤维化的
程度增加而减少。
基于以上前提，我们使用叶酸靶向的药物对高表达叶酸受体的 Ly6C+细胞进
行选择性靶向。使用含有叶酸靶向同时连接放射性核素 99mTc 的探针
-99mTc-HYNIC-D1-FA2[47]，对纤维化小鼠进行 SPECT/CT 显像，评估叶酸受体的
表达情况，并与疾病的严重程度进行相关分析。同时使用 125I-NGA 探针对纤维
化小鼠的肝脏正常功能进行整体评估[48]，我们发现：1.纤维化鼠相比于正常小
鼠，肝脏对于 99mTc-HYNIC-D1-FA2的摄取明显增加，在抑制组中，于显像前 2h
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注射 200 倍过量叶酸的小鼠肝脏对于探针 99mTc-HYNIC-D1-FA2的摄取降低，因
此表明 99mTc-HYNIC-D1-FA2探针为特异性为肝脏内高表达叶酸受体的 Ly6C+细
胞摄取，可应用于肝纤维化疾病的诊断。2.在纤维化的不同阶段，纤维化 0-6 周
的小鼠肝脏对于 99mTc-HYNIC-D1-FA2探针的摄取随着纤维化的程度增加而增多，
纤维化6-10周的小鼠肝脏对于 99mTc-HYNIC-D1-FA2探针的摄取随着纤维化的程
度增加而减少。这与细胞水平，检测不同纤维化阶段小鼠肝脏内巨噬细胞表面叶
酸受体的表达情况一致。3.对于纤维化 0-10 周的小鼠，随着纤维化程度的增加，
125I-NGA 探针的摄取逐渐减少，这是由于纤维化的逐渐加重使得正常的肝细胞受
损增加，因此表达 ASGPR减少，对于特异性靶向 ASGPR 的 125I-NGA 探针的摄
取逐渐减少。4.根据纤维化不同阶段小鼠肝脏对于 99mTc-HYNIC-D1-FA2探针和
125I-NGA 探针摄取的变化，可以有望通过使用 99mTc-HYNIC-D1-FA2 探针和
125I-NGA 探针进行 SPECT/CT 显像，从而对纤维化不同阶段进行分期，如
99mTc-HYNIC-D1-FA2探针摄取逐渐增加，同时 125I-NGA 探针逐渐增加的阶段，
为纤维化初期阶段；若 99mTc-HYNIC-D1-FA2探针摄取逐渐增加，同时 125I-NGA
探针逐渐减少的阶段，为纤维化晚期阶段。目前，如何建立更为准确和清晰的判
断纤维化分期的标准仍然所需要进一步研究和探讨，此方法有希望为临床提供一
种无创，准确，方便快捷的检测纤维化的方法，从而为纤维化疾病的治疗提供更
有针对性的方案以及随时监测治疗效果。
总的来说，FR-β 将可能成为区分肝纤维化不同阶段的特征型生物标志物，
并作为肝纤维化诊断,治疗和治疗后监测的新型靶向。
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第二章 CCl4诱导 C57Bl/6J 小鼠慢性肝损伤模型和高脂高胆
固醇饮食诱导 ApoE 基因敲除小鼠脂肪性肝炎肝纤维化模型
建立与评估
四氯化碳诱导的大鼠、小鼠肝纤维化和肝硬化模型是以化学毒物为诱导剂的
肝纤维化动物模型中应用最普遍的。同时所最早研究肝纤维化、肝硬化动物模型
之一。使用动物模型来研究疾病的病理过程虽然不能完全与人类的发病过程一致，
但是直接选择人类肝脏样本存在一定难度及局限性，例如人类肝组织样本来源有
限，人肝纤维化病程较难监控等原因。而动物模型能够模拟疾病的整个发生发展
过程，提供疾病各个阶段中连续的组织样本，有助于从分子水平和细胞水平上对
纤维化病理条件下的生物学过程进行研究，从而为人类疾病过程的研究提供更为
精确有效的研究方向，为人类疾病的攻克奠定基础。因此，动物模型对肝纤维化
研究及其他疾病研究是必不可少的工具[49，50]。
四氯化碳诱导肝纤维化原理：CCl4作为一种亲肝性化学药物，在进入动物体
内后会通过胃肠道门静脉或体循环到达肝脏部位，从而进行物质代谢和转化，四
氯化碳的代谢产物三氯甲烷自由基，因为极强的氧化能力使得生物膜上的脂质过
氧化，膜的磷脂遭到破坏，从而损伤细胞的结构与功能，四氯化碳作用的动物体
内会出现肝脏损伤，且主要是肝细胞损伤。
高脂高胆固醇饮食诱导 ApoE基因敲除（ApoE−/−）小鼠脂肪性肝炎肝纤维化
模型是以高脂饮食诱导小鼠非酒精性脂肪性肝炎肝纤维化的模型，通过动物实验
模型来模拟人类发病过程从而发现对人类有效的治疗效果，这是对人类很有利的
实验。
高脂饮食诱导 ApoE−/−小鼠脂肪性肝炎肝纤维化原理：ApoE−/−小鼠会对含有
大量胆固醇的脂蛋白清除障碍，从而导致低密度脂蛋白（LDL）、极低密度脂蛋
白（VLDL）和血浆总胆固醇（TC）的水平显著增高，致使肝内脂肪淤积，导致
早期脂肪肝，使肝脏持续性损伤，从而导致肝细胞的脂肪变性、脂质代谢的紊乱，
使肝脏对炎症反应和各种肝损伤因素的易感性增高，进而促进肝脏脂肪变性、脂
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